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１．Irsogladine maleate regulates gap junctional intercellular communication-dependent epithelial 
barrier in human nasal epithelial cells    
（和名：イルソグラジンマレイン酸は、細胞間ギャップ結合コミュニケーション依存性の 
    ヒト鼻粘膜上皮細胞のバリアを調節する） 
 ・研究目的 
  イルソグラジンマレイン酸（IM）は、細胞間ギャップ結合コミュニケーション（GJIC）
を活性化することにより胃粘膜防御作用をもつ胃薬剤である。我々は以前、培養肝細胞を用
いて、GJIC 亢進によるタイト結合タンパクの発現の増加およびバリア機能の亢進を報告し
た。従って、鼻粘膜上皮における IM による GJIC 活性化は、バリア機能の亢進により、外
来抗原やウイルス感染を防ぐことができる可能性が考えられる。本研究では、ヒト鼻粘膜上
皮細胞を用いて、IMによるタイト結合バリア機能への影響の検討を行うことを目的とした。 
  
 ・研究方法 
  細胞は手術で摘出したヒト鼻粘膜組織から分離培養し、hTERT 遺伝子導入により延命化
したヒト鼻粘膜上皮細胞を用いた。鼻粘膜における GJIC とタイト結合の関連を調べるため
に、GJIC inhibitorおよび IMを処置し、タイト結合分子の発現変化を解析した。IMによる
GJIC活性は dye transfer法を用いて確認した。また Toll-Like Receptor 3(TLR3)リガンドで
ある poly(I:C)による刺激によるタイト結合および炎症性サイトカインの発現変化に対する
IMの効果も解析した。 
  
 ・研究成績 
  ヒト鼻粘膜上皮細胞において、GJIC inhibitor 処置によりタイト結合分子である
Claudin-1, -4, -7, Occludin, Tricellulin, JAM-A の発現を低下させた。IM 処置により
Claudin-1, -4, JAM-Aの発現の増加とともにバリア機能を示す TER（経上皮電気抵抗）の亢
進が認められた。Poly(I:C)との同時処置では、IMは、poly(I:C)による JAM-Aの低下に対し
て抑制効果を示したが、炎症性サイトカイン IL-8, TNF-αの産生の亢進に対する効果は認め
られなかった。 
 
 ・考察・結論 
IMは、GJIC 機能の活性化により、ヒト鼻粘膜上皮細胞のタイト結合タンパクを転写レベ
ルで増加させ、上皮バリア機能を亢進することができた。 IMは TLR 3刺激による一部のタ
イト結合蛋白の低下を抑制した。 
以上のことは、IMは点鼻薬として投与することで、ヒト鼻粘膜の上皮バリア機能の亢進を
介して、感染および抗原の侵入を防ぐことができると考えられた。 
 
 
２．Poly(I:C) induced microRNA-146a regulates epithelial barrier and secretion of proinflammatory 
cytokines in human nasal epithelial cells 
（和名：Poly(I:C)で誘導される microRNA-146aは、ヒト鼻粘膜上皮細胞のバリア 
    機能および炎症性サイトカイン産生を調節する） 
 
 ・研究目的 
 ヒト鼻粘膜細胞は、物理的なタイト結合によるバリア機能や、Toll-Like Receptors (TLRs)
などのさまざまな受容体による病原体の侵入に対する自然免疫防御において重要である。
microRNA（miRNA）は直接あるいは間接的に標的遺伝子に働き、タイト結合の発現を調節
し、バリア機能の維持に関わっている。しかし TLRs を介した鼻粘膜上皮の上皮バリアに対
する miRNA の役割は不明である。本研究では、ヒト鼻粘膜上皮細胞を用いて、正常、およ
び TLR3 刺激した状態でのバリア機能および炎症性サイトカインに対する miRNA の役割の
検討を行うことを目的とした。 
 
 ・研究方法 
 細胞は手術で摘出したヒト鼻粘膜組織から分離培養し、hTERT遺伝子導入により延命化し
た、ヒト鼻粘膜上皮細胞を用いた。TLR3 リガンドの poly(I:C)を処置し、miRNA の発現変
化を miRNA array を用いて調べた。発現変化のあった miRNA の mimic および inhibitor
を処置し、タイト結合の発現変化、バリア機能（TER）の変化をみた。変化のあったmiR-146a
のmimicと poly(I:C)の同時投与を行い、タイト結合発現および炎症性サイトカイン産生の関
与を調べた。Poly(I:C)による miR-146a の発現変化に関しては、様々なシグナル伝達阻害剤
を用いて調べた。また、TLRsに密接に関与し、miR-146aの標的遺伝子である TRAF6の発
現変化についても検討した。 
  
 ・研究成績 
  ヒト鼻粘膜上皮細胞において、poly(I:C)刺激により十数種のmiRNAの発現変化がみられ、
特に炎症および上皮バリアに関与が知られているmiR-146a の発現亢進が認められた。その
miR-146a の発現亢進は、シグナル伝達経路である PI3K, JNK, NF-κB を介していた。
miR-146a mimic による過剰発現により、タイト結合分子である Claudin-1, Occludin, 
JAM-Aの発現の増加およびバリア機能を亢進させた。またmiR-146aの過剰発現によって、
poly(I:C)刺激によるタイト結合分子 claudin-1, JAM-A の発現低下および炎症性サイトカイ
ン IL-8, TNF-αの産生上昇の効果をそれぞれ抑制した。miR-146a の過剰発現は、poly(I:C)
処置による TRAF6の発現亢進を抑制した。 
  
 ・考察・結論 
  TLR3リガンドである poly(I:C)刺激によって誘導されるmiR-146aは、ヒト鼻粘膜上皮バ
リア機能を維持し、刺激による上皮の炎症性過剰反応を抑制的に働いていると考えられた。
miR-146aは、ヒト鼻粘膜上皮細胞において、タイト結合バリアの維持および自然免疫防御に
おいて重要な役割を果たしていることにより、miR-146aの操作によって上気道疾患の予防に
つながる可能性があると考えられた。 
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論文題名 
ヒト鼻粘膜上皮細胞のバリア機能における細胞間ギャップ結合コミュニケーションおよび
microRNA の関与 
1) Irsogladine maleate regulates gap junctional intercellular communication-dependent 
epithelial barrier in human nasal epithelial cells    
（イルソグラジンマレイン酸は、細胞間ギャップ結合コミュニケーション依存性のヒト鼻粘
膜上皮細胞のバリアを調節する） 
2) Poly(I:C) induced microRNA-146a regulates epithelial barrier and secretion of 
proinflammatory cytokines in human nasal epithelial cells 
（Poly(I:C)で誘導されるmicroRNA-146aは、ヒト鼻粘膜上皮細胞のバリア機能および炎症
性サイトカイン産生を調節する） 
結果の要旨 
本研究では、2つの異なるアプローチによる、ヒト鼻粘膜上皮細胞におけるウイルス感染を
モデルとしたタイト結合、バリア機能について変化を検討した。イルソグラジンマレイン
酸はギャップ結合細胞間コミュニケーションの亢進によるバリア機能の上昇が認められ
た。また、poly(I:C)によるタイト結合分子の発現低下を抑制した。miR-146a は、mimic
による過剰発現により、バリア機能を一時的に亢進させた。Poly(I:C)によるタイト結合分
子の発現低下および炎症性サイトカインの分泌亢進の効果を、miR-146a mimic導入により
それぞれ抑制した。 
どちらも点鼻薬として投与することで、ウイルス感染や抗原侵入に対しての予防的な用途
としての可能性が見出された。 
以上より、博士の学位授与に値すると審査委員全員に認められた。 
 
 
 
